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論文内容の要旨 
 
【背景・目的】 
受精は有性生殖をおこなう動物にとって新たな個体発生の開始に必須な反応である。受
精する精子により卵内カルシウムイオン（Ca2+）上昇が起こることは、多くの動物に共通
する現象である（Miyazaki, 2006; Whitaker, 2006)。受精時の卵内 Ca2+上昇は、Inositol 
1,4,5,-trisphosphate（IP3）依存性 Ca2+遊離機構が中心的に機能している。哺乳類では、
精子が卵内へホスホリパーゼ C（PLC）ζを持ち込むことで、膜の構成成分であるホスフ
ァチジルイノシトール4,5-二リン酸を加水分解し、IP3とジアシルグリセロールが産生され、
IP3 が小胞体上の IP3 receptor（IP3R）に作用することで、卵内の Ca2+遊離が起こる。ま
た、IP3Rのモノクローナル抗体によりハムスターの受精時の Ca2+上昇が抑えられる
（Miyazaki et al., 1992）。これらのことから、IP3による Ca2+上昇が受精の成立、及びそ
れに続く発生の開始に重要な役割を担っている。一方、卵内の Ca2+上昇には IP3以外にも
cyclic ADP ribose, Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide Phosphate (NAADP)、卵細胞膜上
の Ca2+ channelなどを介した Ca2+遊離機構が機能していることが報告されている（Ramos 
and Wessel, 2013）。哺乳類においても IP3 以外に ryanodine receptor の関与が報告され
ており (Ayabe et al, 1995)、受精時に機能する複数の Ca2+遊離機構は、それらが相互に補
完することにより、受精時における卵内 Ca2+遊離機構の詳細な解析を困難なものにしてい
る。 
 本研究で用いた棘皮動物イトマキヒトデ卵母細胞は卵巣中では第一減数分裂前期で卵成
熟を休止しており、卵核胞（減数分裂開始前の核）を保持した受精、発生能を持ない未成
熟卵である。精子はこの未成熟卵へ侵入するが、この時の卵内 Ca2+上昇は小さい。ヒトデ
類の卵成熟誘起ホルモン 1-methyladenine（1-MA）を添加すると卵成熟が進行し、卵核胞
が崩壊し、成熟卵となる。成熟卵は受精、発生能を持ち、精子侵入時に卵内 Ca2+が上昇す
る。この時の Ca2+上昇は未成熟卵よりも大きい。すなわち、卵成熟の進行に伴い卵内 Ca2+
遊離機構も発達する。IP3依存性 Ca2+遊離機構は、卵核胞の崩壊とともに発達する（Lim et 
al., 2003）。一方卵成熟を誘起できる閾値以下の 1-MA 処理により得られる表層成熟卵は、
まだ卵核胞を保持しているにもかかわらず、媒精による卵内 Ca2+上昇は成熟卵とほぼ同程
となり、受精膜が形成される（Hirohashi et al., 2008）。表層成熟卵は卵核胞を保持してお
り、この時の卵内 Ca2+上昇には IP3依存性 Ca2+遊離機構以外の Ca2+遊離機構の関与が考え
られる。以上のことから、イトマキヒトデ卵の卵成熟過程では複数の Ca2+遊離機構が発達
すると考えられ、受精時の Ca2+上昇に関与する卵内 Ca2+遊離機構を包括的に解析できるこ
とが期待される。本研究では、卵母細胞内で機能すると考えられる様々な卵内 Ca2+遊離機
構について検証し、受精時の卵内 Ca2+遊離機構の全容を解明することを目的とした。 
【結果・考察】 
イトマキヒトデ卵母細胞は、1-MA添加後 20分
までは未成熟卵と同様に卵核胞を保持しており、
その後 40分までに卵核胞は消失して成熟卵となっ
た。媒精時の卵内 Ca2+上昇 Peak値は卵成熟の進
行に伴い上昇した（図 1灰色）。1-MA添加後 20
分で、添加後 40分の成熟卵とほぼ同じ値となった。
一方、IP3依存性 Ca2+遊離機構は成熟卵でのみで発
達しており IP3に対する卵内 Ca2+上昇 Peak値は
高いが、1-MA添加後 20分までの卵成熟途上卵は
未成熟卵と同様に、IP3に対する反応性は弱かった
（図1白）。NAADPの卵内注射によるCa2+上昇は、
1-MA 添加前の未成熟卵から、成熟卵に至るまで
Ca2+上昇Peak値はほぼ等しく高かった（図1斜線）。
NAADPによる Ca2+遊離機構は未成熟卵から既に
機能出来ることを示している。同様の測定を
NAADPの前駆体であるNicotinamid adenine 
dinucleotide phosphate（NADP）を用いて行った
ところ、媒精時 Ca2+上昇と同様に、卵成熟の進行
に伴い卵内Ca2+上昇Peak値が増大した（図 1点）。
以上のことから成熟途上卵への媒精時の卵内 Ca2+
上昇にはNADPが密接に関係している。NAADPは
ADP-ribosyl cyclase（ADPRC）を介してNADPから産生されることから、ADPRC活性
の阻害剤であるC4479を卵内に注射したところ、1-MA添加後 20分の成熟途上卵でNADP
による Ca2+上昇は抑制された（図 2点）。C4479は NAADPによる卵内 Ca2+上昇を抑制し
なかったことから、C4479は ADPRC を阻害したことが示唆された。また、C4479注射卵
に媒精すると、1-MA添加後 10分の成熟途上卵で卵内 Ca2+上昇が抑制され、未成熟卵と同
様の値となった（図 3）。これらのことから、成熟途上卵内では、ADPRCが機能している
ことが示唆された。 
図 1. 成熟段階の Ca2+上昇 
図 2.ADRC活性阻害による Ca2+上昇 
1-MAにより卵成熟が進行する時、卵内では一過
性の Ca2+上昇と卵内の pH上昇が起こる。1-MA 
添加前の未成熟卵に Ionomycin処理（図4 波線）、
NH4Cl処理(pH7.5) （図 4 縦線）を行なうこと
で、卵内 Ca2+上昇、卵内 pH上昇をそれぞれミ
ミックしたところ、未成熟卵の NADP注射によ
る卵内Ca2+上昇 Peak値が 1-MA 添加後の卵成
熟途上卵と同程度に上昇した（図 4）。NADPに
よる卵内 Ca2+ピーク値の上昇は、卵内 Ca2+
上昇、pHの上昇と密接に関連しており、この
ことは卵内 Ca2+上昇、pHの上昇により
ADPRCが活性化したことを示唆する。
NAADPは細胞内の lysosome及び電位依
存性 Ca2+channelを介して細胞内 Ca2+
上昇を調節している。lysosome を阻害す
るとNAADP注射によるCa2+上昇は抑制
されたが、媒精時の Ca2+上昇 Peak値は
全ての卵で抑制されなかった。しかし、
卵内 Ca2+上昇 Peakからの減衰は成熟途
上卵で有意に早かった(図 5)。L型 Ca2+ 
channel阻害剤は、NAADPによる Ca2+上昇及び卵
成熟途上卵への媒精時の Ca2+上昇を抑制した。成熟
途上卵のCa2+channel阻害時のCa2+上昇Peak値は未成熟卵と同程度であった（図 6）。
以上のことから媒精時には外部から Ca2+channelを介した Ca2+の流入があり、
lysosomeは媒精後の卵内 Ca2+の調節をしていると考えられる。IP3, NADPによる卵内 
Ca2+上昇の起こらない未成熟卵においても、媒精により、弱い卵内 Ca2+上昇と 
Ca2+-wave が起こる。未成熟卵を Cytochalasin B海水中で媒精すると、未成熟卵と
1-MA 添加10 分の成熟途上卵における卵内Ca2+上昇はほぼ完全に抑制された（図7）。
IP3, NADP による卵内 Ca2+遊離機構の未発達な未成熟卵においても、細胞骨格系の関
与する Ca2+遊離機構が機能することが示唆された。 
 
図 3. ADPRC活性阻害時の媒精による Ca2+上昇 
図 4 1-MAミミックによる Ca2+上昇 
図 8. 成熟過程における Ca2+遊離機構の発達 図 7. アクチン重合害時の媒精による Ca2+上昇 
【まとめ】 
 イトマキヒトデ受精時の卵内 Ca2+上昇には IP3、NAADP、actin microfilamentの 3種
の卵内 Ca2+遊離機構が存在し、これらの機能が卵成熟過程で順次発達することで、受精時
の Ca2+上昇機構を担っていることを明らかにした（図 8：色が濃いほど活性が高い） 
【参考文献】 
Miyazaki, S. 2006. Dev. Biol. 17. 233-243. 
Whitaker, M. 2006. Physiol Rev. 86, 25-88. 
Miyazaki, S et al., 1992. Science. 257, 251-255. 
Ramos and Wessel, 2013. Cell Calcium. 53, 16-23.  
Ayabe, T et al., 1995. Development 121, 2233-2244. 
Lim, D et al., 2003. J Biol Chem. 278, 42505-42514. 
Hirohashi, N et al., 2008. Dev Biol. 318, 194-202. 
図 5. GPN海水中での媒精による Ca2+上昇 図 6. C2+channel阻害時の媒精による Ca2+上昇 
論文審査結果の要旨 
 
受精は有性生殖を行う動物にとって新たな個体発生の開始に必須であり、この時卵内では
カルシウムイオン（Ca2+）上昇が起こる。この過程に卵内では複数の Ca2+遊離機構が関与
するが、その全容は明らかではない。棘皮動物イトマキヒトデ未成熟卵に受精発生能はな
く、卵内 Ca2+上昇活性は低い。未成熟卵に卵成熟ホルモン 1-メチルアデニンを添加すると
成熟卵となる。成熟卵受精時の卵内 Ca2+上昇に、Inositol 1,4,5,-trisphosphate（IP3）依
存性 Ca2+遊離機構（IICR）が機能し、IICR は卵成熟の進行に伴い卵核胞の崩壊後に発達
するが、cyclic ADP riboseや nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate（NAADP）
等の Ca2+遊離系の関与も示唆されていた。高橋は、IICRの未発達な卵核胞の崩壊前の成熟
途上卵への媒精時にも卵内 Ca2+上昇が起こり、NAADP依存性 Ca2+遊離機構が機能するこ
とを示した。NAADPは ADP-ribosyl cyclase（ADPRC）を介して nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate（NADP）から産生されること、ADPRCは卵成熟進行時の卵内 Ca2+
及び pH 上昇により活性化されること、NAADP は Ca2+チャンネルを介した卵外からの 
Ca2+流入と lysosome を介した卵内からの Ca2+遊離を誘起し、受精時の卵内 Ca2+上昇に働
くことを明らかにした。さらに未成熟卵で見られる小さな卵内 Ca2+上昇は actin 
microfilament（MF）系によることを示し、イトマキヒトデ受精時の卵内 Ca2+上昇はMF 系、
NAADP 及び IP3依存性 Ca2+ 遊離機構が協調して機能することを明らかにした。受精時
の IP3機能に関する既知の知見及び本研究の結果を踏まえて、受精時には、受精する精子に
よる卵内への Ca2+流入、この Ca2+上昇に伴う NAD kinase の活性化、NADPの産生、卵
成熟の進行により活性化した ADPRC による NAADP 産生を経て、精子により別経路
（phospholipase C の活性化）により産生された IP3と協調して卵内 Ca2+上昇に至ること
を考察した。従来の当該研究は、IP3を中心にした個々の卵内 Ca2+上昇機構についての解
析が中心であり、Ca2+上昇機構の全容を明らかにする目的で一つを阻害しても、他の Ca2+
上昇機構が補償するためにデータ解析が難しかった。卵成熟途上卵を用いてこの困難を克
服し、精子による受精時の Ca2+上昇機構の全容を明らかにすることで今後の Ca2+上昇機
構解析に指針を示したことは、高橋が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と
学識を有することを示している。したがって，高橋功提出の論文は，博士（生命科学）の
博士論文として合格と認める。 
 
